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1．要旨 
【緒言】 
担癌状態では様々な機序による免疫逃避が腫瘍の進展に影響していることが知ら
れている．近年，免疫逃避機序の一つである免疫チェックポイント分子に対する標的
化治療は，実際の癌治療において免疫逃避機序の解除がいかに重要であるかという
ことを改めて示す結果となっている． 
癌の免疫逃避機構の一つに，免疫抑制性細胞を介した抗腫瘍免疫抑制がある．骨
髄由来免疫抑制性細胞 myeloid derived suppressor cell （MDSC）は，マウスでは
CD11bおよび Gr-1を表面マーカーとする細胞で，抗腫瘍免疫反応を強く抑制する免
疫抑制性細胞であることが報告されている．われわれの先行研究において，この
CD11b+Gr-1+細胞が，腫瘍の進展に伴い様々な臓器で著しく増加し，特に腫瘍局所
における T細胞の抑制に強く関与していることを明らかとした． 
 また，癌においては加齢変化に伴う免疫システムの老化現象であるいわゆる免疫
老化が，腫瘍における免疫抑制や腫瘍の進展と関連することも示唆されている． 
口腔癌は早期に顎骨に浸潤することが多く，極めて浸潤性の高い特徴を有する．
顎骨浸潤においては破骨細胞が重要な役割を果たすが，顎骨浸潤過程における破
骨細胞分化のメカニズムに関しては未だに不明な点が多い． 
そこで，本研究では口腔癌における免疫抑制機序と局所浸潤との関連を探るべく，
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免疫抑制性細胞である CD11b+Gr-1+細胞の口腔癌顎骨浸潤機序における役割と，加
齢変化に伴う免疫抑制がどのように影響しているかについて解析を行った． 
【材料と方法】 
マウス口腔癌モデルは，マウス口腔癌細胞株 NR-S1Kを 8週齢の C3H/HeNマウス
の下顎部に移植し作製した．担癌マウスの各臓器から，CD11b+Gr-1+細胞を回収し，
各種表面抗原の解析ならびに破骨細胞分化について解析した． 
次に，8 週齢（若齢）と 17 月齢（老齢）のマウス口腔癌モデルを作製し，各臓器にお
ける免疫抑制性細胞を含む様々な免疫細胞の割合，T 細胞免疫応答，免疫チェック
ポイント阻害薬に対する抗腫瘍効果に関して比較・検討を行った．  
【結果】 
口腔癌担癌マウスでは，腫瘍から分離した CD11b+Gr-1+細胞は，脾臓，骨髄，末梢
血から分離した細胞に比べて RANK，NFATc1，Integrinβ3の発現が増強し，また破骨
細胞への分化能が高いことが TRACP5b assayによる定量化で明らかとなった．  
老齢マウスと若齢マウスによる比較検討においては，移植腫瘍の増殖は老齢マウス
において有意に早く，老齢マウスでは若齢マウスに比べて T 細胞上の免疫チェックポ
イント分子群の発現が増強し，T 細胞の免疫応答能が減弱していた．CD11b+Gr-1+細
胞の割合については，特に腫瘍組織において若齢マウスよりも老齢マウスで優位に増
加していた．さらに，抗 PD-1 抗体，抗 CTLA-4 抗体，抗 PD-L1 抗体による抗腫瘍効
4 
 
果の比較では，若齢マウスに比べて老齢マウスで，顕著な腫瘍増殖抑制効果を示し
た．  
【結論】 
口腔癌の顎骨浸潤においては, 口腔癌の腫瘍局所で集簇する CD11b+Gr-1+細胞
の破骨細胞への分化が重要な役割を果すことが示唆された. 特に老齢の宿主におい
ては, 腫瘍局所における CD11b+Gr-1+細胞の割合が増加することから, この機序は加
齢によりさらに促進する可能性も示された.  
以上の結果から, 口腔癌の局所浸潤の制御においては CD11b+Gr-1+細胞の有効
な標的化が重要であると考えられた. 
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2.序文 
癌免疫療法は，担癌宿主における抗腫瘍免疫反応の活性化を期待したもので，癌
に対する標準治療である外科療法，放射線療法，化学療法に続く，第 4 の治療法とし
て注目されている．これまでに数多くの基礎的および臨床的な研究が行われ，近年で
は癌の免疫逃避機構の一つである免疫チェックポイント分子を標的とした免疫チェック
ポイント分子阻害薬が，その高い臨床効果により注目されている〔1，2〕．担癌状態で
は様々な機序による免疫逃避が癌の進展に影響していることが知られており，生体内
の免疫システムから癌が逃避して増殖したり，担癌宿主において抗腫瘍免疫反応に
重要な T 細胞応答をはじめとした様々な免疫反応が，腫瘍に関連する様々な因子に
よって強く抑制されたりすることが報告されている． 
また，癌は高齢者に多く発生することから，癌と加齢には密接な関連が考えられて
いる．実際，加齢変化に伴う免疫システムの老化現象であるいわゆる免疫老化は，癌
における免疫抑制や癌の進展を促進することが示唆されている〔3，4〕．そのため，効
果的な抗腫瘍免疫応答の誘導においては，癌による免疫逃避の解除に加え，担癌宿
主の加齢変化に伴う免疫抑制の解除も重要と考えられる〔5−7〕． 
癌の免疫抑制には，様々な機序が知られている．MHC 分子群の機能異常〔8〕，癌
細胞や癌微小環境における間質細胞など周囲の細胞から産生される TGF-β，IL-10，
PGE2 などの免疫抑制性のサイトカイン〔6，9-12〕，さらに，腫瘍の増殖に伴う，免疫担
6 
 
当細胞の変化なども，担癌宿主における免疫応答の変化に影響していることが示唆さ
れている〔13-15〕．特に，免疫抑制性の細胞である骨髄由来の抑制性細胞（Myeloid 
derived suppressor cell：以下MDSC）や制御性 T細胞（Regulatory T cell：以下 Treg）
などの存在は，担癌宿主における免疫抑制と癌の進展に関連していることが報告され
ている〔16-20〕． 
口腔扁平上皮癌（以下，口腔癌）は，発生部位の解剖学的な特性から，早期に顎
骨に浸潤することが多く，極めて浸潤性の高い特徴を有する〔21〕．進行口腔癌におい
ては広範な切除と再建手術が必要となる場合も多く，外科療法や放射線療法によって
咀嚼や嚥下，言語などの口腔機能に大きな障害をきたす〔22〕．そのため，口腔癌の
治療においてはこれら口腔機能を温存することが重要と考えられ，免疫療法も有力な
治療戦略の一つと考えられている．口腔癌の顎骨浸潤においては破骨細胞が重要な
役割を果たすが〔23，24〕，顎骨浸潤過程における破骨細胞分化のメカニズムに関し
ては未だに不明な点が多い． 
乳癌や前立腺癌などの転移性骨腫瘍や，多発性骨髄腫などの溶骨病変において
は，破骨細胞の活性化が重要な役割を果たすことが知られている〔25，26〕．これらの
疾患においては宿主で増加する MDSC が破骨細胞へと分化することが示されている
〔25，26〕．MDSC は，もともとはマウス研究において CD11b+Gr-1+細胞として同定され，
生体内では腫瘍のみならず，炎症や外傷など様々な疾患において増加し，その強い
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免疫抑制機能から，癌においては Treg と同様に抗腫瘍免疫抑制の中心的な役割を
果たしていることが示唆されている〔16，17，27-30〕．われわれの先行研究において，
CD11b+Gr-1+細胞が，腫瘍の進展に伴い様々な臓器で著しく増加し，特に腫瘍局所
における T 細胞の抑制に強く関与していることを明らかとした〔2７〕．しかし，口腔癌の
局所浸潤過程におけるMDSCの役割については未だに不明な点が多い． 
そこで，本研究では口腔癌における免疫抑制機序と局所浸潤との関連を探るべく，
口腔癌担癌宿主におけるMDSCの顎骨浸潤機序における役割と，加齢変化に伴う免
疫抑制がどのように影響しているかについて基礎的な解析を行った．  
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3.材料と方法 
3-1. 口腔癌マウスモデル作製 
C3H/HeNマウスおよび同マウス由来の口腔扁平上皮癌細胞NR-S1Kを使用したシ
ンジェニックマウス口腔癌モデルを作製した．C3H/HeNマウス（8週齢および 17月齢，
メス）の下顎部に 1x106個の NR-S1K細胞を皮下注射により移植すると，若齢マウスで
は移植後 2 週間頃にはおよそ 100mm2 径の大きさの腫瘍塊を形成する〔27，28，31-
36〕．老齢および若齢マウスそれぞれにおいて腫瘍径が 200mm2 になった時点で，担
癌マウスより末梢血，リンパ節，腫瘍，脾臓を摘出し，フローサイトメトリー（FACS Canto 
II, Becton Dickinson：San Jose，CA）にて解析した．末梢血，脾臓の細胞は，赤血球
溶血試薬で処理後，また腫瘍組織は Arginase，DNaseI処理後にそれぞれシングルセ
ルに単離し，各種細胞表面抗原の発現および転写因子（FoxP3）については細胞固
定液で処理した後に解析を行った〔27，29〕．なお，NR-S1K株は，東京医科歯科大学
分子免疫学教室の東みゆき先生より供与いただき，またマウスモデルの作製にあたっ
ては，本学の動物実験委員会で承認を得たプロトコールを順守して行われた． 
 
3-2. 細胞分離 
担癌マウスより，末梢リンパ節，頸部リンパ節，脾臓，骨髄および腫瘍を摘出した．
それぞれをシングルセルに単離後，磁気分離（MACS Miltenyi Biotec：Auburn CA）
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システムにより CD11b+Gr-1+細胞（MDSC isolation kit，Miltenyi Biotec：Auburn CA）を，
また正常マウスの脾臓を摘出し，T 細胞の分離を行った（Pan T cell isolation kit, 
Miltenyi Biotec：Auburn CA）． 
 
3-3. 破骨細胞分化の解析 
8週齢の担癌マウスより末梢血，脾臓，骨髄，腫瘍組織を摘出し，磁気分離によって
CD11b⁺Gr-1⁺細胞を分離し，RANKL と M-CSF 存在下で 4 日間培養後，破骨細胞へ
の分化を確認するため，TRAP染色を行った（TRAP Staining kit，Cosmo Bio Co.LTD：
Siga）．さらに磁気分離により分離した CD11b⁺Gr-1⁺細胞を RANKL と M-CSF 存在下
で 4 日間培養後，破骨細胞より分泌される上清中の TRACP5b を定量化した
（TRACP&ALP Assay Kit, Takara：Tokyo）．染色後に 405nmの吸光度の測定を行い，
RPMI1640で培養したコントロールと比較し，その増加率を測定した． 
抗体は， APC-eFluor 780-conjugated antibody against mouse Ly-6G (Gr-1) ：
eBioscience (San Diego ，CA) ，  PerCP-Cy5.5-conjugated antibody against mouse 
CD11b TONBO biosciences (San Diego，CA)，PE-conjugated antibodies against mouse 
integrin β3：R&D systems(Minneapolis，MN)，PE-conjugated antibodies against mouse 
NFATc1：Santa Cruz Biotechnology (Dallas，TX) を使用した． 
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3-4. 免疫細胞の発現解析 
 フローサイトメトリー（FACS Canto II, Becton Dickinson）にて各臓器における T 細胞
分画，メモリーT 細胞，Treg，MDSC，TAM などの免疫抑制性細胞の分布および T 細
胞上の免疫チェックポイント分子の発現の解析を行った．フローサイトメトリーにて解析
を行った際には下記の抗体を使用した． 
FITC-conjugated antibody against mouse PD-1， PE-conjugated antibody against 
mouse CD152，PerCP-Cy5.5-conjugated antibody against mouse CD4，APC-conjugated 
antibody against mouse CD62L，APC-eFluor 780-conjugated antibody against mouse 
Ly-6G (Gr-1) ， FITC-conjugated antibody against mouse F4/80 ， APC-conjugated 
antibody against mouse Foxp3：eBioscience (San Diego, CA)， PerCP-Cy5.5-conjugated 
antibody against mouse CD11b：TONBO Biosciences (San Diego, CA)，  PE-Cy7-
conjugated antibody against mouse CD8，FITC-conjugated antibody against mouse 
CD44 ： Invitrogen (Carlsbad, CA) ， PE-conjugated antibody against mouse CD206 
Biolegend (San Diego, CA)． 
 
3-5. T細胞の増殖試験（In vitro proliferation assay） 
脾臓由来の CD3 陽性 T 細胞を分離して CSFE で細胞を標識し，抗 CD3 抗体
（0.1μg/ml）および抗 CD28 抗体（0.1μg/ml）刺激下で 72 時間培養した〔27，30〕．培養
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後にフローサイトメトリーにて細胞分裂による CSFE の蛍光色素の減弱を評価した（in 
vitro proliferation assay）．抗体および試薬は purified CD16/32 mAb and，functional-
grade antibodies against CD3 and CD28 ： eBioscience (San Diego, CA) ， 
Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE) ：Invitrogen(Carlsbad, CA)を使
用した． 
 
3-6.治療実験 
治療モデルとして免疫チェックポイント分子である PD-1，CTLA-4， PD-L1 に対す
るモノクローナル抗体を腫瘍移植 7 日後から毎週投与を行った．コントロール群は生
理食塩水を投与し，腫瘍径は 5 日ごとに計測を行った．抗体は， mouse CTLA-4 
mAb(clone：9D9)，mouse PD-1 mAb (clone：RPM1-14)，mouse PD-L1 mAb (clone： 
10F.9G2) ：BioXcell (West Lebanon，NH)を使用した． 
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4.結果 
4-1. CD11b⁺Gr-1⁺細胞の破骨細胞への分化 
NR-S1K 担癌マウスの各臓器における CD11b+Gr-1+細胞からの破骨細胞への分化
を TRAP 染色および TRACP5b の定量化によって評価した．磁気分離によって各臓
器から分離した CD11b+Gr-1+細胞を，RANKL と M-CSF 存在下で 4 日間培養後した
ところ，いずれの CD11b+Gr-1+細胞も破骨細胞への分化が確認された（図 1）．また，
破骨細胞分化を定量化するため TRACP5bの産生を測定したところ, 腫瘍から分離し
た CD11b＋Gr-1＋細胞で有意に高値を示した（図 2）．また, 破骨細胞分化について
RANK，NFATc1，Integrinβ3 の発現レベルで評価したところ, いずれの分子の発現も
腫瘍から分離した CD11b＋Gr-1＋細胞で有意に高値を示した（図 3）．  
 
4-2. 担癌マウスにおける免疫細胞の発現 
 口腔癌担癌宿主における免疫細胞の発現について，加齢変化に伴う影響を評価す
るため 8週齢の若年マウスと 17月齢の老齢マウスを用いて担癌マウスを作製し，各種
免疫細胞の発現について比較検討した．その結果，CD4+T 細胞の割合は，老齢マウ
スの末梢血，末梢リンパ節，頸部リンパ節で若齢マウスに比べて有意に減少しており，
一方 CD8+T 細胞の割合は老齢マウスの末梢リンパ節，頸部リンパ節で有意に増加し
ていた（図 4A）．また，それぞれの T 細胞におけるメモリーT 細胞の割合を評価したと
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ころ，CD4+T細胞においては，解析した全ての臓器で CD44high，CD62Ⅼlowの割合が，
老齢マウスで有意に高値を示した．一方，CD8+T 細胞においては，CD44high，
CD62Ⅼlow の割合は，末梢血，頸部リンパ節，末梢リンパ節，脾臓で有意に高値を示し
た （図 4B, C）．さらに, 老齢マウスおよび若齢マウスよりそれぞれ分離した T 細胞に
おける，抗 CD3抗体と抗 CD28抗体による刺激に対する反応性について解析したとこ
ろ，CD4+T 細胞，CD8+T 細胞のいずれにおいても，老齢マウスでは，若齢マウスに比
べて反応性の低下を示した（図 4D）． 
次に，免疫抑制性細胞の発現について解析した．CD4+FoxP3+制御性 T 細胞
（Regulatory T cell; 以下 Treg）の割合は，老齢マウスの頸部リンパ節，末梢リンパ節，
脾臓，腫瘍で有意な増加を示した （図 5A）．CD11b＋Gr-1＋細胞の割合は，老齢マウ
スの腫瘍組織で有意な増加を示した（図 5B）．CD206 +F4/80+腫瘍関連マクロファージ
（Tumor-associated macrophage；以下 TAM）の割合は，いずれの臓器においても老齢
マウスと若齢マウスで有意な差異を認めなかった （図 5C）．以上の結果，口腔癌担
癌宿主の加齢変化に伴う免疫抑制においては，メモリーT 細胞の増加とそれに伴う T
細胞免疫応答の減弱，さらに免疫抑制性細胞の増加がその一端を担っている可能性
が示唆された． 
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4-3. 担癌マウスにおける免疫抑制分子の発現 
T細胞上の免疫抑制性分子である PD-1と CTLA-4の発現について解析した．その
結果，老齢マウスでは若齢マウスに比べて PD-1 の発現は，CD4⁺T 細胞上で，解析し
たすべての臓器において有意に増加し，CD8⁺T細胞上では頸部リンパ節，末梢リンパ
節において有意に増加していた（図 6A，B）． CTLA-4 の発現は，CD4⁺T 細胞上で，
老齢マウスでは若齢マウスに比べて解析したすべての臓器において有意に増加し，
CD8⁺T細胞上では頸部リンパ節，脾臓，腫瘍で有意に増加していた（図 6C，D）． 
 
4-4.  担癌マウスにおける免疫チェックポイント分子阻害薬の治療効果 
免疫チェックポイント分子阻害薬の治療効果における加齢の影響を評価する
ため，若齢および老齢の口腔癌マウスに対し，抗 PD-1，抗 CTLA-4，抗 PD-L1の
3つの抗体を投与してその抗腫瘍効果を解析した．なお，若齢マウスおよび老齢
マウスにおける移植腫瘍は，図 7 で示すように老齢マウスで，有意に早い発育
を示した．若齢，老齢それぞれのマウスに腫瘍移植の 7日目より，各抗体を毎週
投与し，腫瘍径の測定を行った（図 7）．その結果，いずれの抗体においても，
老齢の担癌マウスにおいて顕著な移植腫瘍の抑制効果を示した（図 8） 
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5.考察 
口腔癌は早期に顎骨や咀嚼筋などの周囲組織に浸潤する極めて浸潤性の高い癌
種である. そのため, 口腔癌治療においては, 周囲組織を含めた広範囲な切除を必
要とすることもしばしばで，口腔機能が大きく損なわれるという問題点がある.  
癌免疫療法は, そのような観点から, 口腔の機能温存に資する新規治療法として
高い関心が向けられている. また, 口腔癌の制御においては, その浸潤機序の解明
による有効な治療戦略の開発が重要であり, 特に顎骨浸潤では, 破骨細胞が重要な
役割を果すことが知られており, 口腔癌の局所浸潤過程における破骨細胞分化の免
疫学的機序の解明と治療の標的化は重要と考えられる. 本研究では，口腔癌の腫瘍
組織で骨髄由来免疫抑制性細胞（MDSC）が著しく集簇し，また破骨細胞への分化能
に優れていることを明らかとした．すなわち，口腔癌の顎骨浸潤過程において MDSC
が重要な役割を果しており，MDSC に対する標的化は口腔癌の局所浸潤の制御にと
って重要と考えられた． 
MDSC は，強い免疫抑制の性質を有する未成熟の骨髄由来細胞として認識されて
いるが，一方でこれらの細胞は機能的にも形質的にも多様性を有することも知られて
いる〔28〕．破骨細胞分化との関連においては，リウマチなどの炎症性骨疾患や，乳癌
の骨転移病変，多発性骨髄腫などの溶骨部位において，MDSC を介した破骨細胞へ
の分化が示されている〔25，26〕．  
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破骨細胞分化には TNF スーパーファミリーの RANKL とマクロファージコロニー刺
激因子（M-CSF）の 2 つの因子が重要とされている〔37〕．RANKL は RANK との相互
作用により，RANKの下流において nuclear factor of activated T-cell cytoplasmic 1（以
下，NFATc1）の発現を上昇させ，NFATc1 は RANKL 誘導性の破骨細胞分化の最終
段階に必要不可欠な役割を果たすことが示されている〔38〕．また，M-CSF は c-foms
の下流シグナルの活性化により破骨細胞分化に重要な NO の産生を誘導する．イン
テグリンは，RGD 配列を示すペプチドからなる細胞外基質をリガンドとする膜貫通型
糖タンパクで，破骨細胞には αv，β1，β3 の 3種が認められている〔39〕．破骨細胞と骨
基質の接着は，骨基質成分と細胞表面に存在する受容体との相互関係，すなわち破
骨細胞のインテグリンの細胞外ドメインと骨基質中の RGD 配列を含むペプチドとの結
合によると考えられており，破骨細胞のインテグリンは，骨吸収の開始を誘導する重要
な因子の一つと考えられている〔40〕．インテグリンは破骨細胞の最終分化の直前にの
み観察されることから，破骨細胞分化を示す指標とされる〔40〕．本研究ではこれらの
機序に基づき，MDSC における NFATc1，Integrinβ3，RANK の発現を解析した．その
結果， NFATc1，Integrinβ3，RANK においては，いずれも腫瘍細胞から分離した
MDSC において高い発現を認めた．すなわち，口腔癌の局所浸潤過程における
MDSC の集簇が，顎骨浸潤における破骨細胞の供給源として重要であることを示す
結果であった． 
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本研究ではさらに，免疫抑制を修飾する機序の一つである，加齢変化に伴う免疫シ
ステムの変化に着目し，口腔癌担癌宿主の免疫に与える影響について解析を行っ
た．加齢に伴う免疫抑制，いわゆる免疫老化は，癌，炎症，自己免疫疾患に対する治
療効果に影響を及ぼすことが示されている〔41〕．口腔癌の主たるリスク因子は喫煙や
アルコール摂取，ヒトパピローマウイルス感染などが知られているが，口腔癌の発生の
多くは65歳以上であることから，口腔癌の発生における加齢の影響も示唆されている
〔42-46〕．そのため，実際の口腔癌の治療においても，加齢に伴う宿主の様々な変化
についての考慮が必要である〔41〕．これまで多くの前臨床試験では，若齢の動物を
用いた担癌モデルによる解析がほとんどであった．また，免疫老化に着目したこれま
でのいくつかの研究では，老齢宿主において免疫療法の効果が減弱することを示唆
する報告がある〔47-49〕． 
 これまでの免疫老化に関するヒトおよび動物を用いた研究において，T細胞増殖
能の低下〔50〕，TCR刺激後のT細胞の生存率の減少〔51〕，T細胞のエフェクター機能
不全〔52〕，細胞障害性T細胞の不全〔53〕，B細胞の外因性の抗原に対する反応性の
低下〔54〕，マクロファージや樹状細胞などの抗原提示細胞の減少および機能不全
〔55，56〕，ナチュラルキラー細胞やナチュラルキラーT細胞の機能変化〔57〕，共刺激
分子の発現の低下〔58〕，TLRの発現の減少及び機能不全〔59〕，TregやMDSCなどの
免疫制御細胞の増加〔60-66〕などが示されている．これらの加齢に関連した免疫シス
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テムの変化は，抗腫瘍免疫応答の減弱に関与していると考えられている．本研究
でも，老齢マウスより分離したT細胞はTCR刺激に対する応答が減弱しており，また 
TregやMDSCなどの免疫制御細胞の増加が観察された．本研究では，しかしながら一
方で，抗CTLA-4抗体，抗PD-1抗体，抗PD-L1抗体の3つの免疫チェックポイント分子
阻害薬を用いた治療実験において若齢マウスに比べて老齢マウスで顕著な抗腫瘍効
果を示した．これらの結果は免疫チェックポイント分子の標的化が高齢口腔癌患者に
とって有効であることをあらためて示唆する結果である． 
 他の癌種でも，例えば悪性黒色腫の患者において，T細胞上の PD-1の発現率の高
い症例において PD-1 阻害薬の効果が優れていること〔67〕，また，腫瘍細胞やマクロ
ファージ上における PD-L1 の発現の高い症例においても同様に PD-1 阻害薬の効果
が優れていることが示されている〔67〕．本研究では，T リンパ球における PD-1 と
CTLA-4の発現が老齢マウスにおいて有意に増強していたほか，PD-L1を発現してい
る MDSC が，老齢マウスで増加していた．PD-1 を発現した T 細胞の増加は，不応性
で疲弊した T細胞やメモリーT細胞のような成熟した T細胞が増加したことを示してい
るため，PD-1阻害薬に対する反応は，このような機能低下した T細胞の再活性化によ
るものと考えられる〔68，69〕．それゆえに，本研究では，老齢マウスにおいて機能不全
の T 細胞を再活性化したことで，免疫チェックポイント阻害薬がより優れた抗腫瘍効果
を示したと考えられた． 
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 癌の増殖と宿主の加齢変化との関連性に関しては不明な点が多い．本研究では，
若齢よりも老齢において移植腫瘍の増殖速度が速いことが示された．しかし, 腫瘍の
増殖と加齢変化との関係については様々な報告があり，B16/F10 悪性黒色腫マウス
〔31〕，EHS 骨肉腫マウス〔32〕，SP1 線維肉腫モデル〔33〕で老齢よりも若齢において
腫瘍の増殖が早いことが示されている．ヒトにおいては肺癌〔34〕，乳癌〔35〕，大腸が
ん〔36〕において若齢の患者において腫瘍の増殖が速いことが示されている．腫瘍増
殖が若齢において早い理由として，細胞分化の速さとアポトーシスの減少〔70〕，血管
新生の増加〔32，33〕，若齢者における免疫システム〔71，72〕が示唆されている．一方
で，TRAMP-C2 前立腺癌マウスでは老齢も若齢も増殖速度は同程度であったが，こ
れは老齢においてはMMP2 とMMP9活性が高く，血管新生との関連が示唆されてい
る〔73〕．本研究では，老齢マウスにおける免疫抑制性細胞の増加と，免疫チェックポ
イント分子群の発現増強が抗腫瘍免疫応答を低下させ老齢マウスにおける腫瘍の増
殖促進に関連したと考えられた． 
MDSCが担癌宿主における抗腫瘍免疫抑制に大きな役割を果たし，腫瘍の増殖に
影響していることが示唆されていることから，この MDSC の腫瘍局所における標的化
が重要と考えられる．ゲムシタビンや 5-FU などの化学療法剤の一部には，MDSC を
担癌宿主から選択的に除去することが複数のマウスモデルを用いた解析で明らかとな
っている〔74-76〕．われわれの過去の研究でも同様にゲムシタビンの投与により口腔
20 
 
癌担癌マウスから MDSC が選択的に除去されることが示されている〔27〕．本研究では
MDSC が骨浸潤にも関与していること，免疫システムの加齢変化によりその割合が増
加していることが示されており， MDSC の標的化の重要性がさらに示された．今後の
効果的で効率的な治療の開発のためにも，さらなる MDSC の解析が必要と考えられ
る． 
本研究により，MDSCが口腔癌の顎骨浸潤に影響している可能性が示唆された．ま
た，MDSC を含めた免疫抑制性細胞が加齢変化による免疫低下に深く関与している
ことが示された．このことから免疫抑制性細胞の標的化が，口腔癌治療における新た
な治療戦略となる可能性が示唆された．  
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6.総括 
本研究において口腔癌担癌宿主における MDSC を介した破骨細胞への分化機構
および免疫老化を介したその修飾機構の一端が解明された．また，老齢の口腔癌担
癌宿主における免疫抑制の亢進と，その解除が優れた治療効果をもたらすことも示さ
れた．すなわち，口腔癌における効果的な抗腫瘍免疫の誘導においては，腫瘍局所
で集簇する MDSC を介した局所浸潤機構の制御と，加齢変化に伴う免疫抑制を標的
化することが重要と考えられた． 
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図1. TRAP染色
各臓器から分離したCD11b⁺Gr-1⁺細胞の破骨細胞への分化
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図2. TRACP5bの定量
各臓器から分離したCD11b⁺Gr-1⁺細胞の破骨細胞への分化とTRACP5bの産生
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図3. 破骨細胞マーカーの発現
各臓器から分離したCD11b⁺Gr-1⁺細胞の破骨細胞への分化と各分子の発現
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図4．老齢および若齢マウス口腔癌マウスにおけるT細胞の発現
(A)各臓器におけるCD4⁺およびCD8⁺T細胞の割合
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* P<0.05若齢 老齢
PB：末梢血 PLN：末梢リンパ節 CLN：頸部リンパ節 SPL：脾臓 TM：腫瘍
図4．老齢および若齢マウス口腔癌マウスにおけるT細胞の発現
(B) CD4⁺ T細胞におけるメモリーT細胞の割合
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図4．老齢および若齢マウス口腔癌マウスにおけるT細胞の発現
(C) CD8⁺ T細胞におけるメモリーT細胞の割合
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図4．老齢および若齢マウス口腔癌マウスにおけるT細胞の発現
（D） In vitro proliferation assay (CFSE cell division assay)
若齢および老齢のマウスより分離したT細胞におけるTCR刺激によ
る細胞分裂（CFSE cell division assay)
図4-D
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* P<0.05若齢 老齢
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図5．免疫細胞の発現解析
(A) Treg
口腔癌担癌マウスの末梢血，末梢リンパ節，頸部リンパ節，
脾臓，腫瘍組織における各種免疫抑制性細胞の割合を
老齢マウスおよび若齢マウスで解析
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(B) MDSC
口腔癌担癌マウスの末梢血，末梢リンパ節，頸部リンパ節，
脾臓，腫瘍組織における各種免疫抑制性細胞の割合を
老齢マウスおよび若齢マウスで解析
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(C) TAM
口腔癌担癌マウスの末梢血，末梢リンパ節，頸部リンパ節，
脾臓，腫瘍組織における各種免疫抑制性細胞の割合を
老齢マウスおよび若齢マウスで解析
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(A)各臓器のCD4⁺T細胞のPD-1の発現
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(B)各臓器のCD8⁺T細胞のPD-1の発現
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(C)各臓器の CD4⁺T細胞のCTLA-4の発現
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(D)各臓器のCD8⁺T細胞のCTLA-4の発現
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図7．移植した腫瘍径の経時的な計測結果．
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